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УВОД 
Световната здравна организация разграничава два типа 
азооспермия в зависимост от патофизиологичния 
механизъм - обструктивна и необструктивна форма. При 
обструктивната форма се касае за механично препятствие 
на отводящите семенни пътища. 
При около 5% от инфертилните мъже е налице 
обструктивна азооспермия. В последните десетилетия 
обаче значително се увеличава делът на вазектомията 
като несложен метод на стерилизация у мъжа. Въпреки че 
вазектомията трябва да представлява окончателно 
решение, винаги се явяват ситуации при които след 
определен период се явява желание за рефертилизация. 
Като всеки един патогенетичен фактор механичното 
препятствие оказва своето въздействие върху съответния 
орган. Пример за негативното влияние на обструкцията 
върху оплодителнта способност на сперматозоидидте 
дават резултатите след рефертилизация. Belker намира 
връзка между продължителността на вазектомията и 
фертилизацията. В период до 3 години се наблюдава 
бременност в 76% от случаите и намалява до 30% при 
продължителност на вазектомията над 15 години. 
Значението на интервала вазектомия-вазовазостомия се 
потвърждава и от други автори. Промените във 
вазектомирания тестикуло-епидидимален комплекс не се 
асоциират само с по-лошите резултати при 
рефертилизация, но и на анатомично ниво. Nistal 
наблюдава у 48 пациенти с обструктивна азооспермия 
патологични промени като редукция на броя на всички 
клетки от герминтивния епител, образуване на 
спермагрануломи и хиалинизации. Около 6% от всички 
вазектомирани мъже се подлагат на рефертилизация след 
известен период от време. 
Първи метод на терапия е микрохирургичната 
рефертилизация. Когато възстановяването на 
проходимостта на отводящите семенни пътища не е 
възможно се препоръчва оперативна екстракция на 
сперматозоиди и използването им за 
интрацитоплазматична сперматозоидна инекция (ICSI, 
intracytoplasmic spermatozoa injection). При 
рефертилизиращите методи могат да бъдат екстрахирани 
сперматозоиди от различни локализации на 
репродуктивния тракт – от дисталния  D. deferens 
(вазовазостомия), от епидидма (вазоепидидимостомия, 
MESA) или от тестиса (TESE). Различните автори 
публикуват различни резултати със сперматозоиди от 
различните локализации на семенните пътища. 
При комбинацията MESA/TESE - ICSI се наблюдават 
различни квоти на бременност. При приложението на 
тестикуларни сперматозоиди за ICSI се съобщават по-
голяма честота на спонтанните аборти, както и по-лош 
процент на фертилизация. Като цяло повечето автори 
препоръчват употребата на тестикуларни сперматозоиди 
за ICSI при пациенти с обструктивна азооспермия едва 
тогава, когато качеството на епидидималния аспират е 
лошо. Въпреки това, някои автори съобщават за сходни 
резултати при TESE/ICSI и MESA/ICSI, а други 
препоръчват да се премине направо към TESE/ICSI при 
пациенти с тестикуларна азооспермия. 
При инфертилни пациенти се установява сигнификантно 
по-голям процент на сперматозоиди с нарушена 
кондензация на хроматина (КХ). Тези и други проучвания 
сочат, че кондензацията на ДНК-материала е отговорен 
фактор за фертилизационната способност на 
сперматозоидите. Levran съобщава за изключително 
нисък процент на бременност при ICSI, проведено с 
кръгли сперматиди, извлечени от тестиса (TESE) (round 
spermatide injection, ROSI). Опитът е проведен при 
пациенти с арест на спрматогенезата. 
Най-актуалният модел за формата и кондензацията на 
ДНК-материала е развит от W. Steven Ward и допълнен от 
Fuentes-Mascorro (фиг. 1). В основата на този модел лежи 
разбирането за сложния обмен на ядрените протеини по 
време на сперматогенезата. В ядрата на соматичните 
клетки ДНК-материалът е свързан с богати на лизин 
протеини, наречени хистони. При това ДНК-материалът е 
във формата на т.нар. бримкови домейни (“Loop Domins“, 
Ward). В кръглите сперматиди, по време на 
спермиогенезата започва обменът на хистони срещу 
двата транзиционспротеина. Точната структура на ДНК-
молекулата по време на свързването и с 
транзиционспротеините е все още неясна. По-късно, в 
елонгираните сперматиди транзиционспротеините се 
обменят срещу богатите на аргинин протеини наречени 
протамини. Протамините променят структурата на ДНК-
материала така, че се осигурява значително по-малък 
обем. Ward нарича комплекса от ДНК и протамини 
„Doughnut Loop“. Тези единици са навити спираловидно, 
което води до  значително по-малък обем. 
 
 
 
 
 
 
Фиг.1 Обменът на ядрените протеини в кръглите и елонгирани 
сперматиди по време на спремиогенезата. Триизмерната структура на 
комплекса ДНК-транзиционспротеини е все още неясна (модифицирано 
по Ward). Двойното увиване на ДНК-молекулата около хистоновия 
октамер се обозначава като нуклеозом. Самите нулкеозоми се навиват 
спираловидно („Solenoid“). Свързаната  с протамини двойна спирана на 
ДНК образува кръгообразни структури („Doughnut Loop“), които 
осигуряват значително по-малък обем на ДНК-материала. 
ESPD - елонгирани сперматиди; RSPD - кръгли сперматиди; SZT - 
сперматоцити; SPG - сперматогонии 
ЦЕЛИ И ЗАДАЧИ 
Цел 
Настоящата работа трябва да проучи обструктивната 
азооспермия като фактор за евентуални смущения в 
кондензацията на хроматина (КХ) у зрелите 
сперматозоиди и по-ранните клетки на сперматогенезата, 
както и за хистоморфологичните изменения в тестисите.  
Задачи 
Посредством наложен експериментален модел (Hecht) 
трябваше да се проучи: 
1. Влиянието на обструктивната азооспермия въру 
мотилитета на сперматозоидите в епидидималната 
глава (caput epididymis), тяло (corpus epididymis) и 
опашка (cauda epididymis) 
2. Влиянието на обструктивната азооспермия върху 
степента на КХ у епидидимални и тестикуларни 
сперматозоиди 
3. Влиянието на епидидималния транзит върху КХ у 
сперматозоидите. При това бяха сравнени 
сперматозоиди от тестиса, епидидималната глава, 
тяло и опашка 
4. Влиянието на обструктивната азооспермия върху 
общата тестикуларна морфология. Ранни белези за 
това са качествените и количествени изменения на 
сперматогенезата 
5. Влиянието на обструктивната азооспермия върху 
експресионния образец на транзиционспротеин 1 
(ТП 1 мРНК), протамин 1 (ПРМ 1 мРНК) и протамин 
2 (ПРМ 2 мРНК) у кръглите и елонгирани 
сперматиди в тестикуларния епител. 
МАТЕРИАЛ И МЕТОДИ 
Всички мъжки зайци в експеримента бяха, без изключение, 
от расата „бял новозеландски“. Допълнително на 
разположение стоеше един кастриран женски заек, 
използван при добиването на еякулата. Към момента на 
вазектомията всички зайци бяха на приблизителна 
възраст от 6 месеца. 
Всички животни бяха държани в съответните за целта 
кафези. Бяха хранени с готови храни, вода за пиене чрез 
специална система при поискване. Температурата в 
помещението беше 16-20°, режимът на осветление беше 
12-часов. 
Общо бяха образувани 4 групи - една предварителна и три 
опитни групи: 
1. Предварителна група от 4 животни, които служеха за 
етаблиране на методите. 
За трите опитни групи бяха употребени общо 30 мъжки 
заека. Всички животни можаха да бъдат вазектомирани, 
безпроблемно по отношение на анестезията. Във всяка 
група имаше по едно азооспермно животно. След 
вазектомията, във всяка от двете оперирани групи 
починаха по две животни вероятно от възпаление на 
средното ухо. От 30 животни така общо останаха 23.  
2. Контролна група от 9 животни. Те не бяха 
вазектомирани, а само държани заедно с другите животни. 
Органите им бяха взети заедно с тези на животните от 
другите групи. 
3. Двустранно вазектомирани (7 животни); при тези зайци 
беше извършена двустранна вазектомия. 
4. Едностранно вазектомирани (7 животни); тук 
вазектомията беше само в дясно.  
Най-напред трябваше да се докаже активната 
спермиогенеза у животните. За целта беше добит еякулат 
посредством изкуствено влагалище (фиг. 2). Определена 
беше концентрацията и мотилитета на сперматозоидите. 
След увод в анестезия бяха експлантирани тестисът, 
епидидимът и дисталния семепровод двустранно. 
Епидидмът беше отделен от тестиса и разделен на 3 
части - caput, corpus и cauda epididymis. Веднага последва 
хомогенизация на всяка част, определяне на 
сперматозоидната концентрация и мотилитет, както и 
изготвяне на натривки за определяне на КХ посредством 
анилиново синьо. 
Тестисът беше разделен на две части - едната част беше 
хомогенизирана по същия начин, а другата послужи за 
хистология. 
Кондензцията на хроматина (КХ) беше определена 
посредством оцветяване с анилиново синьо, а 
експресията на ядрените протеини чрез 
светлинномикроскопско доказване на мРНК за съответния 
протеин (транзиционспротеин 1, протамин 1 и 2). 
 
Заешки спермиограми 
  
Еякулат от трите опитни групи беше добит посредством 
изкуствено влагалище по Paufler. Чрез постоянно 
предлагане мъжките зайци се тренираха и в последстие 
всички опитни животни приеха този фантом. 
Най-напред изкуственото влагалище беше затоплено до 
около 45° в термошкаф. За добиване на еякулата 
използвахме следната техника: кастрираната женска се 
поставяше върху предмишницата на оператора така че 
влагалището и беше върху дисталната част на 
предмишницата (фиг.2), а изкуственото влагалище се 
държеше в ръката с отвор насочен навън. Тренираните 
мъжки еякулираха безпроблемно в контейнера на 
влагалището.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Фиг. 2 Добиване на еякулат при заек. а - мъжки; б - кастрирана женска. 
Изкуственото влагалище е между двете животни, в дясната ръка на 
оператора. 
Така добитият еякулат се разрежда веднага със 
специална среда (LEPUS
®
) в съотношение 1:10. Обемът 
беше определен нативно, преди разреждането. 
Концентрацията беше определена чрез камерата на 
Neubauer в мио/мл. За целта сперматозоидите бяха 
имобилизирани с 10%-тен разтвор на натриев хлорид. 
Мотилитетът на сперматозоидите беше определен в % 
посредством компютърно асистиран сперматозоиден 
анализ (КАСА, MIKA Motion Analyzer
®
). Чрез този метод 
Hecht определи общ мотилитет при заешки сперматозоиди 
от средно 53% при стайна температура. Този видеометод 
се осъществява при разреждане от 1:10 до 1:20 със 
средата LEPUS
®
. Изследването се осъществява в 8 
а 
б 
рандомизирано подбрани полета, стойностите на общия 
мотилитет се определят автоматично от апарата. За 
доказване на азооспермията след двустранна вазектомия 
се определя концентрацията в центрифугат на еякулата 
при 2000 об/мин за 10 мин. Нормалните стойности на 
заешката спермиограма бяха определени в Гийсенския 
модел от Hecht, при което общия мотилитет е определен 
нативно. Средните стойности са дадени в табл. 1: 
 
Таб. 1 Средни стойности на заешката спермиограма в Гийсенския модел 
на Hecht  
Вазектомия  
За провеждането на вазектомията беше необходима 
кратка анестезия. Тя се осъществи чрез еднократна 
апликация на кетамин (Ketanest
®
 ) и ксилазин (Rompun
®
) в 
съответната дозировка, смесени в една спринцивка. 
Вазектомиите бяха проведени в оперативното отделение 
за малки животни на клиниката по ветеринарна хирургия 
към университета Юстус Либиг. След увода в анестезия 
животното беше обръснато в ингвиналната област и 
фиксирано по гръб, оперативното поле се почисти с 
Braunol
®
. Следва техниката по Hecht. Оперативен 
протокол: „Кос кожен разрез с дължина около 2 см в 
дясно, съотв. двустранно на срединната линия по 
продължение на скротума. Отпрепариране на семенния 
кордон, който изглежда пълен с течност. След отваряне на 
семенния кордон се идентифицира семенния канал със 
Обем 
(мл) 
Концентрация 
(мио/мл) 
Мотилни 
сперматозоиди 
(%) 
1,31 472 45 
съпровождащите съдове. Внимателна препарация на 
дуктуса със запазване на нутритивните съдове на 
дължина от около 2 см. Защипване с два инструмента на 
разстояние 1,5 см и резекция. Лигатура с Vicryl
®
 2-0 . 
Послойно затваряне на оперативната рана с  Vicryl
®
 със 
същия диаметър. Кожен шев и аерозолна превръзка. 
Налагането на яка не беше необходимо.“ 
Органна експлантация и евтаназия 
Органната експлантация се извърши в операционната 
зала на ветеринарното отделение на института по 
микробиология към университета Юстус Либиг.  
След експлантацията отделните части на епидидима бяха 
претеглени. След увод с обичайната дозировка на 
Rompun
®
 и Ketanest
®
 почистване на оперативното поле. 
Разрез от 2-3 см по протежение на срединната линия. 
След отпрепариране на семенния кордон в ляво, съотв. в 
дясно тестисът и епидидимът се луксираха. Целият 
тестико-епидидимален комплекс се отпрепарира от 
околните мастни и съединителни тъкани. Представиха се 
всички части на епидидима. Внимателно отделяне на 
тестиса от епидидима. След това семепровода и 
нутритивните съдове се прекъсната 2-3 см проксимално от 
епидидималната опашка. 
Така експлантираните органи се обработиха по следния 
начин: 
Епидидмът беше разделен на 3 части – Caput epididymis 
(глава), Corpus epididymis (тяло) и Cauda epididymis 
(опашка) (фиг.3). Всяка част беше фиксирана веднага в 
средата LEPUS
®
 при 37°. Тестисът беше разделен на две 
части. Едната част беше фиксирана в средата LEPUS
®
 , тя 
служеше за хомогенизация и добиване на тестикуларни 
сперматозоиди. Другата тестикуларна част служеше за 
конвенционално хистологично изследване, както и за 
целите на In-situ хибридизирането (фиг. 3). Биопсиите от 
тестиса, предназначени за хистологично изследване се 
фиксираха в разтвора на Bouin. 12-24 ч. по-късно 
препаратите се промиха многократно със 70%-тен 
етанолов разтвор. 
Същата манипулация се извърши и от противоположната 
страна. Оперативната рана се затвори. Животното се 
евтаназира чрез натриев пентобарбитал (200 мг/кг 
телесна маса), аплициран венозно в ушната вена. 
   
 
 
 
 
 
 
Фиг. 3 Разделяне на тестиса и епидидима на отделни компартименти. 
Епидидимът се отделя от тестиса и се разделя на 3 части – глава (caput 
epididymis), тяло (corpus epididymis) и опашка (cauda epididymis). 
Определяне на сперматозоидната концентрация в 
отделните епидидимални части 
Най-напред съответният епидидимален компартимент 
беше обработен микрохирургично. С помощта на 
микроскоп и микроинструментариум бяха отстранени 
околните мастни и съединителни тъкани. Следващата 
стъпка беше претеглянето на всяка част. 
Всяка епидидимална част беше хомогенизирана в едно и 
също количество среда (3 мл). Това беше необходимо за 
да могат да бъдат сравнени стойностите на 
сперматозоидната концентрация. Всеки компартимент 
беше поставен в специален съд, разрязан на няколко 
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Corpus epididymis 
Cauda epididymis 
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Histopathologie 
места така че изтече съдържимото. След това органът 
беше компресиран така, че да изтече и остатъчното 
съдържимо от каналчетата. След това беше определена 
концентрацията на сперматозоидите, при което към  
хомогенизата се прибави 10%-тен разтвор на натриев 
хлорид за да се имобилизират сперматозоидите. Използва 
се камера на  Neubauer, (тип „improved“). Концентрацията 
се определи в 25 сектора в средното поле на камерата. 
Изчисли се по следната формула: сперматозоидна 
концентрация=клетъчното число х фактора на камерата х 
фактора на разреждане. Клетъчното число представлява 
сперматодоидите в полето, преброени два пъти и 
усреднени. 
Определяне на кондензацията на хроматина (КХ) у 
тестикуларни и епидидимални сперматозоиди 
Приготвяне на разтвора: за настоящия експеримент 
използвахме анилиново синьо (прах) на фирмата Riedel-de 
Haen
®
. Химичната формула на анилиновото синьо гласи 
C32H25N3Na2O9S3. 
Най-напред се изготви фосфатния буфер: 
-фосфатен буфер 0,2 ммол/л: рН 7,3:2,8392 г.  Na2HPO4 
in 100 мл a. dest 
2,7218 г. KH2PO4 in 100 мл a. dest   
 
Смесени в правилното съотношение при рН 7,3 разтвора е 
съхраним за около 2 седмици при 4° С 
-глутаралдехид 3% във фосфатен буфер 0,2 ммол/л – 44 
мл буфер + 6 мл глутаралдехид 25% 
-анилиново синьо в оцетна киселина 4%, рН 3,5 – 5 гр. 
анилиново синьо се разтварят в 100 мл 4% оцетна 
киселина, рН се настройва с натриева основа 1 мол/л, 
филтриране. 
От хомогенизатите се вземаха по 10 µл хомогенизат, които 
се натриха върху предметно стъкло. Изсушаване при 
стайна температура и фиксиране в глутаралдехид за 30 
мин при рН 7,3. След това натривките се изплакнаха 
трикратно в дестилирана вода. Следва оцветяване с 
разтвор на анилиново синьо за 5-6 мин при рН 3,5. След 
оцветяването още веднъж изплакване с дестилирана 
вода. Така изготвените натривки се изсушиха при стайна 
температура. Изследването се проведе при 400-кратно 
увеличение с помощта на маслена емулсия. От всяка 
натривка бяха изследвани 100 сперматозоида, като при 
всеки сперматозоид беше определено оцветяването на 
главата и класифицирано съгласно класификацията на 
Henkel: 
1. Неоцветени глави на сперматозоиди. Това са онези, с 
най-малко съдържание на хистони. Обменът на 
ядренните протеини тук е напълно завършен, това е 
групата на най-зрелите сперматозоиди (клас А). 
2.  Слабо оцветени глави на сперматозоиди. В сравнение 
с първата група, тези са оцветени до светло синьо. 
Към тази група пинадлежат и сперматозоиди, чиито 
глави имат същия интензитет на оцветяване, но 
главите им са екваториално разделени, т.е. 
половината глава остава неоцветена (клас Б). 
3. Средно по интензитет оцветяване на главите на 
сперматозоидите. По-тъмно оцветени глави на 
сперматозоидите в сравнение с тези от предходната 
група. Малка част от главата може да остане по 
слабо оцветена (клас В). 
4. Тъмно оцветени глави на сперматозоидите. Тъмносиньо 
оцветяване на цялата глава. Това са 
сперматозоидите, съдържащи най-много хистони, 
съответно най-незрелите форми по отношение на 
КХ (клас Г). 
 
 При всяка натривка беше определено процентното 
съотношение на 4-те класа от тестикуларн и 
епидидимални сперматозоиди. При натривки, изготвени от 
хомогенизат се откриват и други клетки и артефакти – 
еритроцити, лимфоцити, епителни клетки и др., които 
също се оцветяват в синьо. Въпреки това 
сперматозоидите можаха да бъдат изследвани 
безпроблемно (фиг. 4). 
    
   
 
 
 
 
 
 
 
Фиг. 4 Пример за оцветяване с анилиново синьо. Сперматозоиди с 
напълно кондензиран ДНК-материал са неоцветени (черна стрелка), а 
онези които съдържат още хистони са по-тъмно оцветени (червена 
стрелка).(първично увеличение – 100) 
Определяне на експресията на ядрените протеини 
Сондата за нашия експеримент ни беше любезно 
предоставена от института по ветеринарна анатомия към 
университета Юстус Либиг (ръководител проф. М. 
Бергман). Тя е синтезирана за мРНК на хуманните ядрени 
протеини. При предварителния експеримент се оказа, че с 
нея успешно се експримират и мРНК на заешките ядрени 
протеини (фиг.5). 
При in-situ хибридизирането се различават следните 
основни стъпки: 
А. Подготовка 
Б. Прехибридизиране 
В. Хибридизиране 
Г. Постхибридизиране 
Д. Имунохистохимия 
А. Подготовка: 
-парафиновите срезове в суха камера (60°C) 
-ксилол в суха камера (60°C) 
-подгряване на плочата до 70°C  
-водна баня до 70°C  
-алкохолна редица: парафиновите срезове се поставят в 
ксилол (суха камера: 60°C): 5 мин! 2 x 5 мин ксилол, 2 x 5 
мин абс. етанол, 1 x 96 %-ен етанол, 1 x 5 мин 70 %-ен 
етанол, 1 x DEPC, 1 x 20 мин 0,2 N HCl 
-15 мин 2 x SSC, 70°C 
-1 x PBSM (права кювета) 
-инкубация (влажна камера). Протеиназа K, 25-30 мин, 
37°C 
-5 мин 0,2 %-ен разтвор на глицин (права кювета) 
-15 сек 20 %-на оцетна к-на, 4°C (права кювета) 
-1 x PBSM (права кювета) 
-10 мин 4 %-ен р-р на параформалдехид (права кювета) 
-1 x PBSM (права кювета) 
Б. Прехибридизиране 
-30-60 мин 20 %-ен глицерол в DEPC 
В. Хибридизиране 
субстанция 
сондова смес 
Sense Anti-Sense 
DEPC 4 µл 4 µл 
Salmon sperm DNA (1 
мг/мл) 
4 µл 4 µл 
Yeast t-RNA (1мг/мл) 8 µл 8 µл 
DIG-cRNA (сонда) 4 µл (1:100) 4 µл (1:100) 
Хибридизиращ буфер Sense Anti-Sense 
DEPC 56 µл 56 µл 
20x SSC (2 x) 40 µл 40 µл 
50%-ен 
декстрансулфат 
80 µл 80 µл 
Реагент на Denhardt 
(BFP; 1 x) 
4 µл 4 µл 
Дейонизиран 
формамид (505%) 
200 µл 200 µл 
-срезовете се потапят за кратко в 2х SSC;за 10-12 мин се 
нагряват до 70°C , следва охлаждане 
-сондовата смес се поставя на водна баня до 70°C , след 
това се разгъва във вода и лед 
-сондовата смес и хибридизиращия буфер се пипетират 
заедно върху срезовете (ок. 50 µл на срез) 
-инкубация (влажна камера с 50% формамид в 2х SSC): 
при 37°C през нощта; покривно стъкло! 
Г. Постхибридизиране 
-4 x 10-15 мин 4 x SSC 
-инкубация (влажна камера): 1,35 мл 4 x SSC+150µл 10 x 
RnaseA/RnaseT; 30 мин, 37°C 
-4x 5 мин 4 x SSC, 37°C 
-15-20 мин 2 x SSC, 60°C 
-15-20 мин 0,2 x SSC, 42°C 
-5 мин 0,1 x SSC, RT 
-5 мин 2 x SSC, RT 
Д. Имунохистохимия 
-10 мин 1 x TNMT, стайна темп. 
-1 ч 3 % BSA в 1 x TNMT, стайна темп. 
-10 ми  1 x TNMT, стайна темп. 
-инкубация (влажна камера): 666 µл 1 x TNMT + 333 µл 3 % 
BSA в 1 x TNMT + 2 µл Anti-DIG-Fab-антитяло (1:500-
1:1000); за през нощта, 4°C 
-2 x 10 мин 1 x TNMT 
-5 мин 1 x NTB 
-5 мин 1x NTB + 1 мл 1 мол левамизол 
-инкубация (влажна камера, на тъмно!); проявяване с 
разтвор на NBT-BCIP 
-5 мин 1 x NBT + 1 мл 1 мол левамизол 
-5 мин дест. вода 
-евентуално контраоцветяване 
-покриване с DAKO Glycergel 
Оценка в експериментален модел 
Така изготвените срезове бяха изследвани 
светлинномикроскопски. Определянето на експресията се 
проведе при 200-кратно увеличение. Оценката се извърши 
по Steger. Установи се процентния дял на позитивните 
кръгли сперматиди във всеки тубул. Бяха изследвани 
общо 10 тубули от всеки срез. От всеки тестис се 
изготвиха по 3 среза – по един за всеки ядрен протеин. 
Допълнително се изготви и един срез с конвенционално 
оцветяване по хематоксилин-еозин (ХЕ). 
Светлинномикроскопски кръглите сперматиди се 
отличават чрез ХЕ от другите клетки в тубула – 
сперматоцити, сперматогонии, сертолиеви клетки и 
елонгирани сперматиди по кръглите си ядра и уплътнен 
хроматин. При   in-situ хибридизирането цитоплазмата на 
позитивните кръглите сперматиди се оцветява в светло 
или тъмнокавяво (фиг. 5 а,б,в). Оцветяването на 
позитивните кръгли сперматиди е зависимо от различни 
фактори като интензитета на контраоцветяването или 
вида на ядренния протеин. Например при заека ПРМ 2-
мРНК се експримира по-интензивно от ПРМ 1-мРНК. 
Цитоплазмата на негативните кръгли сперматиди остава 
светла около ядрото. 
Експресията на транзиционспротеин 1 се доказва по-рано 
от експресията на двата протамина. Тя започва в късния 
стадий 8 и продължава до стадий 4-5. След като кръглите 
сперматиди се елонгират, се наблюдават остатъци от 
маркираната цитоплазма адлуминално. Подобно протича 
експресията на двата протамина, която обаче започва по-
късно, през стадий 1. 
мРНК е активна само в началото, в стадий 8-1. Само 
тогава се състои транслацията ѝ и тогава се синтезира 
съответния ядрен протеин. По-късно, когато ядрените 
протеини кондензират ДНК-материала и кръглите 
сперматиди се елонгират остават положително маркирани 
цитоплазмени остатъци, т.е. молекулите на мРНК са 
налични, но транслация не се състои. По тази причина 
изследвахме само тубули в стадий 8-2. Освен това тогава 
кръглите сперматиди се различават най-добре. 
Кафеникаво оцветената цитоплазма контрастира добре на 
кръглите ядра (фиг. 5). 
Изследвани бяха срезове оцветени по ХЕ както в 
контролната, така и в експерименталните групи. Тук се 
определи процентното разпределение на отделните 
стадии на сперматогенезата във всеки срез. Изследваха 
се 30 тубула и се определи процентното разпределение 
на всеки стадий. 8-те стадия са разпределени 
неравномерно, някои от тях се явяват краткотрайно. 
Например вторичните сперматоцити се доказват съвсем 
за кратко в стадий 4.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Фиг.5 Сигнал за мРНК в цитоплазмата на кръглите сперматиди по време 
на стадий 1 за ТП 1 (а), ПРМ 1 (б) и ПРМ 2 (в); п – позитивни кръгли 
сперматиди; н – негативни кръгли сперматиди. In-situ хибридизиране 
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Статистически анализ 
Статистическата обработка беше осъществена в 
кооперация с отделението по биоматематика 
(ръководител д-р K. Failing) към института по ветеринарна 
физиология. Обработката се извърши с 
мултифакториален вариационен анализ, Dunnet – тест,  
Student – t – тест. Резултати с р≤ 0,05 бяха разглеждани 
като статистически сигнификантни. Графично резултатите 
се представиха с PlotIT
®
 3,2 за Windows
®
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РЕЗУЛТАТИ 
Спермиограмни параметри (обем, концентрация, 
мотилитет) 
Независимо към коям група принадлежеше всяко животно, 
нормалната и активна сперматогенеза беше абслютно 
необходима предпоставка за да се включи в 
експеримента. Първоначално във всяка група имаше по 
един азооспермен заек, поради което тези животни бяха 
изключени от екперимента. Геометричните средни 
стойности за обема на еякулата, сперматозоидната 
концентрация и глобалния мотилитет (КАСА) са 
представени във фиг. 6,7 и 8. Тук не се намериха 
сигнификантни разлики между отделните групи 
(вариационен анализ). 
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Фиг. 6 Обем на еякулата в трите опитни групи като геометрични средни 
стойности с 25% и 75% персентили. Няма сигнификантни разлики (р=0,8, 
вариационен анализ)  
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Фиг. 7 Сперматозоидна концентрация (мио/мл) за трите групи като 
геометрични средни стойности с 25% и 75% персентили. Няма 
сигнификантни разлики (р=0,1, вариационен анализ)  
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Фиг. 8 Глобален мотилитет (КАСА) за сперматозоидите в еякулата за 
трите групи като геометрични средни стойности с 25% и 75% персентили. 
Няма сигнификантни разлики (р=0,1, вариационен анализ)  
 
Тегло на епидидималните компартименти 
Фиг. 9 гредставя графично теглото на трите различни 
епидидимални локализации в трите опитни групи. 
Наблюдава се сигнификантно увеличение на теглото в 
епидидималните опашки (р<0,001, трифакториален 
вариационен анализ), при което вазектомията води до 
сигнификантно увеличение на теглото само у 
епидидималната опашка (р<0,001), сравнено между 
обструираните и необстуираните части. 
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 Фиг.9 Тегло на отделните епидидимални компартименти в трите групи. 
ЕГ – епидидимална глава; ЕТ – епидидимално тяло; ЕО – епидидимална 
опашка. Теглото е представено като геометрични средни стойности с 
25% и 75% персентили.  
 
Сперматозоидна концентрация в отделните 
епидидимални локализации 
Във всички групи, както при вазектомираните, така и у 
невазектомираните единици сперматозоидната 
концентрация беше сигнификантно по-висока в 
епидидималната опашка в сравнение с другите 
локализации (р<0,001, трифакториален вариационен 
анализ). Разликата между вазектомираните и 
невазектомираните единици на едно и също животно не 
бяха сигнификантни (Фиг. 10).   
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Фиг. 10 Сперматозоидна концентрация (мио/мл) в различните 
епидидимални локализации у трите групи. ЕГ – епидидимална глава; ЕТ 
– епидидимално тяло; ЕО – епидидимална опашка. Концентрацията е 
представена като геометрични средни стойности с 25% и 75% 
персентили.  
Мотилитет на сперматозоидите в отделните 
епидидимални локализации 
При почти всички вазектомирани единици 
сперматозоидите не бяха мотилни. Само при едно 
вазектомирано животно се намериха мотилни 
сперматозоиди. В контролната група се наблюдава ясно 
влияние на локализацията върху глобалния мотилитет – в 
епидидималната опашка се установи сигнификантно по-
голям дял на мотилните сперматозоиди в сравнение с 
тези от главата (р<0,001, мултифакториален вариационен 
анализ, фиг. 11, горе). При двустранно вазектомираните 
зайци само в един епидидим се намериха мотилни 
сперматозоиди (фиг. 11, горе). Във всички други 
епидидими сперматозоидите не бяха мотилни. Подобна 
ситуация се установи и в групата на едностранно 
вазектомираните животни. В невазектомитаната страна 
(ляво) се наблюдава сигнифитантна разлика между 
епидидималната опашка и глава (р<0,001, 
мултифакториален вариационен анализ, фиг. 11, долу). 
Във вазектомираните епидидими не бяха намерени 
мотилни сперматозоиди (фиг 11, долу).   
  
 Фиг. 11 Глобалният мотилитет в % за различните епидидимално 
локализации. ЕГ – епидидимална глава;ЕТ – епидидимално тяло;ЕО – 
епидидимална опашка. Сигнификантна разлика между ЕО и ЕГ (р<0,001, 
мултифакториален вариационен анализ). При двустранно 
вазектомираните имаше една единствена локализация с мотилни 
сперматозоиди. Подобна е ситуацията с едностранно вазектомираните – 
без мотилитет във вазектомираната страна и сигнификантно увеличение 
на мотилитета в невазектомираните епидидимални опашки. Геометрични 
средни стойности с 25% и 75% персентили.  
Кондензация на хроматина (КХ) от хомогенизат от 
епидидима и тестиса 
Резултатите за КХ са представени според класификацията 
на Henkel за сперматозоидите от клас А (с напълно 
кондензиран ДНК – материал). Във фиг. 12 е дадено 
процентното разпределение за сперматозоидите от клас А 
във всички групи и локализации като общ изглед. 
Наблюдава се тенденция към увеличение на процентния 
дял на сперматозоидите с напълно кондензиран ДНК – 
материал (клас А) от тестиса към епидидималната 
опашка. 
 
Фиг. 12 Резултати от КХ: процентно разпределение на сперматозоидите 
от клас А от всички локализации в контролната група, първата опитна 
(двустранно вазектомирани) и втората опитна група (едностранно 
вазектомирани). ЕГ – епидидимална глава;ЕТ – епидидимално тяло;ЕО – 
епидидимална опашка 
         контрола (двустранно необструирани) 
         първа опитна група (двустранно обструирани) 
         втора опитна група (лява страна, необструирани 
         втора опитна група (дясна страна, обструирани) 
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На фиг. 13 е показано влиянието на локализацията от 
която са взети сперматозоидите върху КХ, сравнено 
между контролната група и двустранно вазектомираните 
(първа опитна група). При това се установи сигнификантна 
разлика за тестикуларната локализация (р=0,03) и 
епидидималната глава (р=0,08, Student – t – тест), без 
разлика в епидидималното тяло (р-0,54), докато в 
епидидималната опашка делът на сперматозоидите от 
клас А е сигнификантно по-висок (р<0,001). 
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Фиг. 13 КХ:сравнение между контролата и двустранно вазектомираните 
животни.ЕГ – епидидимална глава;ЕТ – епидидимално тяло;ЕО – 
епидидимална опашка. КХ е представена като геометрични средни 
стойности с 25% и 75% персентили.  
За контролата и двустранно вазектомираните животни се 
доказа във всички случаи сигнификантно по-висока КХ в 
епидидима в сравнение с тестиса (табл.2), същата 
находка се установи и при интраиндивидуалното 
сравнение между лявата и дясната страна на едностранно 
вазектомираните животни.   
 
 Табл. 2 КХ: представяне на стойностите на р при сравнението на 
различните локализации на сперматозоидите от контролата, двустранно 
и едностранно вазектомираните животни (Dunnett – тест). 
Сравнението между лявата (невазектомирана) и дясната 
(вазектомирана) страна на едностранно вазектомираната 
група у различните локализации е представено графично 
на фиг. 14. И тук се установи и в двете страни 
сигнификантно увеличение на сперматозоидите от клас А 
по хода на епидидималния пасаж (табл. 4). При 
сравнението между вазактомираната и невазектомираната  
страна обаче не се откриха сигнификантни 
интраиндивидуални разлики (фиг.14). 
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Фиг. 14 КХ: Разпределение на сперматозоидите с напълно кондензиран 
ДНК – материал във всичките 4 локализации у едностранно 
вазектомираните животни. Сравнение между двете страни. ЕГ – 
епидидимална глава;ЕТ – епидидимално тяло;ЕО – епидидимална 
опашка. КХ е представена като геометрични средни стойности с 25% и 
75% персентили. 
 
 
 
 
 
 
 
Тестикуларна морфология и сперматогенезна кинетика 
на контролата и втората опитна група (едностранно 
невазектомирани) 
Процентното разпределение на стадиите на 
сперматогенезата при контролата и необструктивната 
страна на втората опитна група са дадени в табл. 5. 
Отделните стадии се отличават както следва: 
Стадий 1 се отличава с отсъствие на кръглите сперматиди 
адлуминално, сперматозоидите лежат свободно в лумена. 
Налични са две генерации от първични сперматоцити 
(фиг. 15). 
Стадий 2 се характеризира с елонгиране на кръглите 
сперматиди. Ядрата им през този стадии са с окръглена 
форма. Различават се две генерации от първични 
сперматоцити (фиг. 16). 
Стадий 3. Тук е налице пълно елонгиране на 
сперматидите. И тук се наблюдават две генерации от 
първични сперматоцити (фиг. 17).  
Стадий 4 се отличава с мейотичното деление на „старата“ 
генерация от първични сперматоцити, както и с междинни 
сперматогонии. В края на този стадий възникват кръглите 
сперматиди (фиг. 18). 
Стадий 5 се характеризира с наличе на междинни 
сперматогонии, една генерация от първични 
сперматоцити, кръгли и елонгирани сперматиди (фиг. 19). 
Стадий 6. По време на този стадий се образуват 
сперматогониите от тип В. Една генерация първични 
сперматоцити, кръгли сперматиди и придвижващи се към 
лумена елонгирани сперматиди (фиг. 20). 
Стадий 7 се отличава с наличие на сперматогонии от тип 
В, една генерация първични сперматоцити и придвижващи 
се към лумена елонгирани сперматиди (фиг. 21). 
Стадий 8. Тук се образува втората генерация от първични 
сперматоцити чрез митотично деление на 
сперматогониите тип В. Кръгли сперматиди и 
сперматозоиди, които са подредени адлуминално (фиг. 
22). 
Според критериите на Swierstra и Foot беше определено 
процентното разпределение на всеки стадий в тези групи 
животни след изброяване на 312 тубули от 21 тестиса. 
Резултатът за контролата и невазектомираната страна на 
втората опитна група е представен в табл. 5. При това се 
наблюдава намалена честота на стадий 4 (табл. 3). 
 контрола 
Втора опитна група 
(ляво 
невазектомирани) 
стадий 1 19,6 ± 3 22,8 ± 3,3 
стадий 2 10,5 ± 2,3 11,9 ± 2,4 
стадий 3 10,5 ± 2,4 9 ± 1,5 
стадий 4 4,6 ± 3,6 2,8 ± 2,6 
стадий 5 5,9 ± 3,6 5,2 ± 3,5 
стадий 6 11,8 ± 3,2 11,9 ± 4,3 
стадий 7 17,8 ± 3,5 13,8 ± 3,8 
стадий 8 19,8 ± 4,2 22,8 ± 10,4 
Табл.3 процентен дял на всеки един от стадиите на сперматогенезата за 
всичките необструирани тестиси (312 тубули/21 тестиса) 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Фиг. 15 Стадий 1 на заешката сперматогенеза. R – кръгли сперматиди; Р 
– първични сперматоцити (хематоксилин-еозин , х400) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Фиг. 16  Стадий 2 на заешката сперматогенеза. R – кръгли сперматиди; Р 
– първични сперматоцити;Е – елонгирани сперматиди (хематоксилин-
еозин, х400)  
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Фиг. 17 Стадий 3 на заешката сперматогенеза.  Р – първични 
сперматоцити;Е – елонгирани сперматиди (хематоксилин-еозин, х400) 
 
 
 
 
 
 
 
Фиг. 18 Стадий 4 на заешката сперматогенеза. R – кръгли сперматиди; Р 
– първични сперматоцити;Е – елонгирани сперматиди;SS – вторични 
сперматоцити (хематоксилин-еозин , х400)  
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Фиг. 19 Стадий 5 на заешката сперматогенеза.  Р – първични 
сперматоцити;Е – елонгирани сперматиди (хематоксилин-еозин, х400, 
УВ-филтър) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Фиг. 20 Стадий 6 на заешката сперматогенеза.  Р – първични 
сперматоцити;Е – елонгирани сперматиди (хематоксилин-еозин, х400) 
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Фиг. 21 Стадий 7 на заешката сперматогенеза.  Р – първични 
сперматоцити;Е – елонгирани сперматиди (хематоксилин-еозин, х400) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Фиг. 22 Стадий 8 на заешката сперматогенеза.  Р – първични 
сперматоцити; S - сперматозоиди (хематоксилин-еозин, х400) 
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Експресия на мРНК на ядрените протеини при 
необструираните тестиси 
При всички необструирани тестиси се наблюдава ясен 
сигнал за мРНК на транзиционспротеин 1 и двата 
протамина (фиг. 23). Позитивните кръгли и елонгирани 
сперматиди бяха достатъчно силно оцветени за да се 
различат от останалите клетки. Сигналът за ПРМ 1-мРНК 
беше малко по-слаб от този на другите два ядрени 
протеина, но все пак достатъчно за да се различават 
позитивните от негативните клетки. Леко 
контраоцветяване с хематоксилин направи картината по-
лесна за изследване. Експресия на мРНК за 
транзиционспротеин 2 при заек не можа да се докаже.  
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Фиг. 23 Екпресия на мРНК за ТП 1 (а), ПРМ 1 (б) и ПРМ 2 (в) в 
цитоплазмата на кръглите сперматиди по време на стадий 1 на заешката 
сперматогенеза  
б 
в 
В табл. 4 е представено разпределението на експресията 
на транзиционспротеин 1 и протамин 1 и 2 през 
различните стадии на сперматогенезата. Сигналът се 
проявява у кръглите и елонгирани сперматиди.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Табл. 4 Разпределение на експресията на ТП 1-мРНК, ПРМ 1-мРНК и 
ПРМ 2-мРНК през осемте стадия на заешката сперматогенеза. 
Позитивен сигнал у кръглите и елонгирани сперматиди (маркирани в 
червено) 
Легенда: Sg  A – сперматогонии A; Sg B – сперматогонии B; pSz – 
първични сперматоцити; rStd – кръгли спермадити; eStd – елонгирани 
сперматиди; Spr – сперматозоиди 
            ТП 1-мРНК                 ПРМ 1-мРНК                       ПРМ 2-мРНК  
ст. 8 ст. 7 ст. 6 ст. 5 ст. 4 ст. 3 ст. 2 ст. 1 
Sg A Sg A, 
Sg B 
Sg A, 
Sg B 
Sg A, 
I, Sg B 
Sg A, I Sg A Sg A Sg A 
Sg B-
pSz I 
pSz pSz  pSz  pSz I pSz I pSz I pSz I 
 
rStd rStd rStd rStd pSz II-
sSz—
rStd 
pSz II pSz II pSz II 
Spr eStd eStd eStd eStd eStd r-e Std rStd 
 
 
 
 
От таблицата се вижда, че експресията на 
транзиционспротеин 1 започва през стадий 8 и се 
наблюдава до стадий 4. мРНК на двата протамина 
започва да се експримира по-късно – през стадий 1 и 
продължава по-дълго. Позитивни остатъци от цитоплазма 
за ПРМ 1-мРНК от елонгираните сперматиди се 
наблюдават чак до стадий 7, експресията на ПРМ 2-мРНК 
свършва през стадий 6. 
Експресията на трите протеина започва в кръглите 
сперматиди (фиг. 5, 23). След елонгацията в стадий 2 
сигналът остава доказуем в цитоплазмата на 
елонгираните сперматиди до съответния стадий за всеки 
ядрен протеин. След стадий 6 се появява следващата 
генерация от кръгли сперматиди, които разбира се, са 
негативни. Сигналът за тази генерация от кръгли 
сперматиди ще се появи през стадий 8, респ. 1. 
В необструираните тестиси беше определен процентния 
дял на позитивните кръгли сперматиди за всеки тубул. 
Това най-добре се осъществи през стадий 1. 
Транзиционспротеин 1 се експримира в 92 ± 4,2% от 
кръглите сперматиди. За двата протамина стойностите са 
91 ± 2,8% (ПРМ 1) и 92 ± 3,4% (ПРМ 2). 
 
 
 
 
 
 
 
Тестикуларна морфология и кинетика на 
сперматогенезата при обструирания тестис 
Особеност на този опитен модел беше многообразието на 
измененията след 6-месечна вазектомия. Намериха се 
тестиси както със съвсем слабо изразени промени, така и 
такива с арест на сперматогенезата до нивото на 
сперматогониите, придружени с масиван лимфоцитна 
инфилтрация. 
Най-честото изменение, което се наблюдава при 
хистологичното изследване беше арестът на 
сперматогенезата,т.е. липста на зрели форми в клетъчния 
епител (фиг. 24) 
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Фиг. 24 Арест на сперматогенезата до нивото на елонгираните (а) и на 
сперматогониите (б) (хематоксилин-еозин, х200). Отрязък – представяне 
на епитела (х400) 
В някои тестиси арестът на сперматогенезата беше 
придружен от масивна лимфоцитарна инфилтрация в 
интерстициума, а в някои случаи и в тубулите (фиг. 25). В 
тубулите на някои тестиси се наблюдаваха многобройни 
сперматозоидни глави (фиг. 26). Намериха се тестиси с 
арест на сперматогенезата както до нивото на 
сперматогониите, така и такива с елонгирани сперматиди 
до нивото на стадий 7. Не се откри никъде стадий 8, т.е. 
линеарното подреждане на сперматозоиди по протежение 
на епитела (спермиация). 
Други особености, които се откриха във вазектомираните 
тестиси са наличие на многоядренни сперматоцити (фиг. 
31 а, б) и фрагменти от ДНК-материал (фиг. 27). 
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Фиг. 25 Вазектомиран тестис (хематоксин-еозин, х400); а – кръвоносен 
съд; б – тубул; в – лимфоцитна инфилтрация в интерстициума 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Фиг. 26 Сперматозоидни глави в лумена на тубул (хематоксилин-еозин, 
х400) 
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Фиг. 27 Фрагменти от хроматин във вазектомиран тестис (хематоксилин-
еозин, х400) 
Табл. 5 обобщава хистологичната находка и процентното 
разпределение на отделните стадии на сперматогенезата, 
при което стадий 8 липсва напълно. 
 
 
 
 
 
 
 
1-ва опитна група 
Ст. 
1 
Ст. 
2 
Ст. 
3 
Ст. 
4 
Ст. 
5 
Ст. 
6 
Ст. 
7 
Ст. 
8 
1 ляво Арест до първични сперматоцити 
1 дясно Арест до кръгли сперматиди 
2 ляво Арест до първични сперматоцити 
2 дясно Арест до първични сперматоцити 
3 ляво Арест до първични сперматоцити 
3 дясно Арест до кръгли сперматиди 
4 ляво Арест до сперматогонии 
4 дясно 33,3 26,7 10 13,3 10 6,7 0 0 
5 ляво Арест до сперматогонии  
5 дясно Арест до първични сперматоцити 
6 ляво Арест до елонгирани сперматиди 
6 дясно Арест до първични сперматоцити 
7 ляво Арест до елонгирани сперматиди 
7 дясно 
Арест до първични сперматоцити. Оскъдно 
кръгли сперматиди 
2-ра опитна група 
Ст. 
1 
Ст. 
2 
Ст. 
3 
Ст. 
4 
Ст. 
5 
Ст. 
6 
Ст. 
7 
Ст. 
8 
1 дясно Арест до първични сперматоцити 
2 дясно Арест до сперматогонии 
3 дясно 26,7 23,3 16,7 13,3 10 10 0 0 
4 дясно 23,3 6,7 13,3 13,3 13,3 16,7 13,3 0 
5 дясно 26,7 26,7 10 6,7 3,3 10 10 10 
6 дясно Арест до първични сперматоцити 
7 дясно Арест до първични сперматоцити 
 
Табл. 5 Хистологична находка и процентно разпределение на отделните 
стадии на сперматогенезата при двустранно вазектомираната група. 
Липса на стадуй 8 (освобождаване на сперматозоидите в лумена) при 
вазектомираните тестиси 
 Експресия на мРНК у ядрените протеини в 
обструираните тестиси 
Резултатът от 6-месечната вазектомия бяха значителни 
количествени изменения в експресията на мРНК на 
транзиционспротеин 1 и протамин 1 и 2. Табл. 6 обобщава 
наличието на експресия във всеки един тестис (фиг. 28, 
29). Експресията на ТП 1 и ПРМ 2 е дадена примерно във 
фиг. 29 и 30.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Фиг. 28 Експресия на мРНК за ТП 1 у вазектомиран тестис при кръглите 
(а) и елонгирани (б) сперматиди (ИСХ, 40х). Маркираните в кафяво 
полета около кръглите (а) и елонгирани (б) сперматиди представляват 
експресията за мРНК на ТП 1. pS - първични сперматоцити; rS - кръгли 
сперматиди; eS - елонгирани сперматиди  
rS 
pS 
a 
eS 
pS 
б 
група/животно ТП 1-мРНК ПРМ 1-мРНК ПРМ 2-мРНК 
Двустранно 
вазектомирани 
   
1 ляво - - - 
1 дясно - - - 
2 ляво - - - 
2 дясно - - - 
3 ляво - - - 
3 дясно - - - 
4 ляво - - - 
4 дясно + - + 
5 ляво - - - 
5 дясно* + - - 
6 ляво + - - 
6 дясно - - - 
7 ляво + - - 
7 дясно + - - 
Едностранно 
вазектомирани 
   
1 ляво + + + 
1 дясно - - - 
2 ляво + + + 
2 дясно - - - 
3 ляво + + + 
3 дясно + + + 
4 ляво + + + 
4 дясно + + + 
5 ляво + + + 
5 дясно + + + 
6 ляво + + + 
6 дясно - - - 
7 ляво + + + 
7 дясно - - - 
Табл. 6 наличие на експресия за ядренните протеини във всеки отделен 
тестис. * - тестиси с мултинуклеарни сперматоцити, позитивни на ТП 1. 
 
В някои случаи депопулацията на герминативния епител 
засегна елонгираните и кръгли спермати, т.е. в този 
случай в епитела бяха налични Сертолиеви клетки, 
сперматогонии и сперматоцити. Съответно в такива 
тестиси не се наблюдава и експресия на ядрените 
протеини. В онези тестиси, където измененията не са 
силно изразени и има наличие на кръгли и елонгирани 
сперматиди се доказа експресия, особено за 
транзиционспротеин 1. Протамин 1 се експримира рядко и 
съвсем слабо. Протамин 2 показа експресия както при 
кръглите, така и при елонгираните сперматиди (фиг. 29). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Табл. 29 Вазектомиран тестис. Експресия на мРНК за ПРМ 2 у 
вазектомиран тестис при кръглите (а) и елонгирани (б) сперматиди (ИСХ, 
40х). Маркираните в кафяво полета около кръглите (а) и елонгирани (б) 
сперматиди представляват експресията за мРНК на ПРМ 2. pS - 
първични сперматоцити; rS - кръгли сперматиди; eS - елонгирани 
сперматиди 
rS 
pS 
a 
pS 
eS 
eS 
б 
Ние разделяме като цяло вазектомираните тестиси на две 
групи: тестиси, у които се доказва експресия на поне един 
ядрен протеин (най-често ТП 1) и такива, които не 
експримират. В 8 от 21 обструирани тестиса се доказа 
експресия на ТП 1-мРНК. Съществуваха количествени 
различия в експресията у различните тестиси – у някои 
многобройни тубули бяха позитивни, у други само 
единични, понякога само един или два. 
Въпреки че сперматогенезата при обструираните тестиси 
беше количествено редуцирана, моделът на експресия на 
ядренните протеини остана непроменен. Както и у 
контролната група сигналът се установи в същите стадии. 
Единственото изключение от този модел касаеше ТП 1 за 
мултинуклеарните сперматоцити. В един тестис бяха 
открити многобройни мултинуклеарни сперматоцити. Те 
бяха позитивни за ТП 1 (фиг. 30), но негативни за двата 
протамина. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Фиг. 30 Мултинуклеарни сперматоцити в един вазектомиран тестис. 
Хематоксилин-еозин (а, 40х) и позитивен сигнал за ТП 1 (б, ИСХ, 10х) 
 
а 
б 
ДИСКУСИЯ 
Методика и добиване на спермиограми преди 
вазектомия: 
Изследваните от нас стойности на спермиограмите на 
мъжките зайци показаха съвпадение с тези дадени от 
Pauffler, както и с тези от други наши работни групи. 
Сперматозоидна концентрация и глобален мотилитет 
на извлечените сперматозоиди в зависимост от 
епидидималната им локализация 
Сперматозоидната концентрация беше определена в 
хомогенизат посредством камерата на Neubauer. По 
технически причини хомогенизирахме епидидималните 
части в 3 мл вместо в 2. Затова абсолютните ни стойности 
са по-вискоки в сравнение с тези на Moore и Bedford. Както 
при обструирания, така и при необструирания епидидим 
концентрацията на сперматозоиди е по-висока в опашката 
и по-силно изразена при вазектомираните единици. 
Увеличаваща се концентрация на сперматозоиди след 
вазектомия в епидидималната опашка установяват и 
Moore и Bedford в техния модел при заек; опашката се 
явява като „резервоар“ за сперматозоидите при 
обструкция. 
Глобалният мотилитет беше изследван посредством 
компютърно асистиран анализ на сперматозоидите 
(MIKA
®
). В необструирания епидидим се намери 
повишаващ се, статистически сигнификантен дял на 
мотилните сперматозоиди по хода на епидидималния 
пасаж. Подобни резултати докладва Perez-Sanchez за 
сперматозоиди от заек от същата порода и Haidl за 
човешки сперматозоиди. Това съответства на настоящето 
становище, че епидидимът посредством пасажа играе 
важна роля за повишаване на мотилитета на 
сперматозоидите. 
При обструираните единици в нашия експериментален 
модел на намерихме мотилни сперматозоиди с едно 
единствено изключение. Човешките сперматозоиди 
реагират обаче при обструктивни условия по друг начин. 
Schroeder-Printzen установи, че при микрохирургична 
рефертилизация около 60% от сперматозоидите добити от 
епидидималната глава принадлежат към клас 1 по Silber, 
т.е. те са мотилни, аспиратът показва високо качество в 
същото изследване, така че експерименталните данни от 
животните не биха могли да се пренесат върху човека без 
ограничения. 
Кондензацията на хроматина 
Степента на кондензация на ДНК-материала се определи 
чрез оцветяване с анилиново синьо. Както при 
необструираните, така и при вазектомираните единици се 
установи сигнификантна разлика в степента на 
кондензация на хроматина между тестикуларните и 
епидидималните сперматозоиди. За хуманни 
сперматозоиди подобни изследвания са проведени от 
Haidl при което и тук е наблюдавано подобно значение на 
епидидима при съзряването на сперматозоидите. 
Промените в структурата на хроматина по време на 
епидидималния пасаж са намерени още по-рано в някои 
студии от 70-те години  (Calvin и Bedford, Meistrich). По-
нови изследвания на кондензацията на хроматина с други 
методи като флоу цитометрията или оцветяването с 
акридин-оранж потвърдиха значението на епидидима в 
процеса на кондензацията на ДНК-материала (Golan et al. , 
1996).  
В литературата не можаха да се намрят конкретни 
обяснения за разпределението на сперматозоидите с 
различна степен на кондензация на хроматина. Според 
модела на Ward обменът на ядрените протеини се състои 
още в герминативния епител. Едно по-късно отдаване на 
хистони през клетъчната мембрана по време на 
епидидималния пасаж е малко вероятно. Според 
изследвания на Moore и Fornes се състои интеракция 
между сперматозоидите и епидидималния епител. Все 
още обаче е неясно дали сперматозоидите със смущения 
в кондензацията на хроматина се елиминират през 
епитела. 
Директното сравнение между вазектомираните и 
невазектомираните страни показва, че концентрацията на 
сперматозоиди от клас А при вазектомираните единици е 
сигнификантно по-висока в тестиса и епидидималната 
глава, докато на края на епидидималния пасаж 
(епидидималната опашка) съотношенията са обратни – тук 
делът на сперматозоидите с напълно кондензиран ДНК-
материал е сигнификантно по-голям у контролната група. 
За епидидималното тяло не се намери почти никаква 
разлика. 
Както се спомена в начлото на настоящата работа 
кондензацията на ДНК-материала играе важна роля 
успеха на ICSI. Поради тази причина се дискутира много 
относно мястото на екстракция на сперматозоиди за ICSI. 
Тъй като делът на сперматозоиди с напълно кондензиран 
ДНК-материал е по-голям в епидидима в сравнение с този 
в тестикуларните локализации, екстракцията от тази 
област според нашата експериментална работа би била 
за предпочитане, което при обструкция при човека би 
означавало да предпочетем епидидималната 
сперматозоидна екстракция (MESA) или тестикуларната 
екстракция (TESE).  
Хистологична находка в необструираните и 
обструирани тестиси 
Тестисите от всички групи бяха изследвани чрез 
конвенционално оцветяване с хематоксилин-еозин. В 
невазектомираните тестиси беше представена 
морфологията и кинетиката на сперматогенезата при 
необструктивни условия. Сперматогенезата на заека е 
разделена на 8 стадия. Определихме процентното 
разпределение на всеки стадий. Данните ни не се 
различиха съществено от тези на Swierstra. 
След 6-месечна вазектомия се установи съществено 
влияние върху тестикуларната морфология. Най-общо се 
наблюдава лимфоцитна инфилтрация в интерстициума и 
в някои случаи даже и в тубулите. На първо място се 
доказаха специфични за тестиса изменения като арест на 
сперматогенезата на различно ниво, т.е. процесът на 
образуване на зрели герминативни клетки се прекъсва на 
определен стадий. Като цяло при никой вазектомиран 
тестис не се наблюдава съхранена сперматогенеза, но 
измененията са много вариабилни. При някои тестиси 
измененията са много силно изразени. В герминативния 
епител се наблюдават само сперматогонии и Сертолиеви 
клетки, в други тестиси впечатление прави липсата на 
стадий 8 и лека депопулация на семенните клетки като 
цяло. 
В литературата се намериха противоречиви данни 
относно измененията в тестикуларната морфология при 
заек след вазектомия. Някои автори  (Moore und Bedford, 
Lohiya) не намират значими промени в тестикуларната 
анатомия, при което особен интерес будят 
електонномикроскопските изследвания (Lohiya). Други 
изследвания (Alexander, Bigazzi, MacMillan) докладват за 
изменения от различен тип след вазектомия. В друга 
студия Hooker намира при заек както нормални, така и 
патологично изменени тубули. И тук наблюдаваната от нас 
депопулация е основното изменение. Като основен 
патофизиологичен механизъм на тези изменения се 
дискутира нарушаването на хематотестикуларната 
бариера с последващо автоимунно възпаление. Flickinger 
намира в 1 от 5 вазектомирани заека дегенеративни 
нарушения. 
Тези изменения като цяло не биха могли да се пренесат 
върху човека, въпреки че по въпроса за измененията в 
тестиса след вазектомия е публикувано много. От 
повечето литературни източници може да се обобщи, че 
продължителната обструкция на отводящите семенни 
пътища води до промени в хуманната сперматогенеза. 
Описани са изменения като тестикуларна атрофия, 
задебеление на базалната мембрана, интерстициална 
фиброза и хиалиноза, но също и промени в диаметъра на 
тубулите и широчината на епитела. Продължителната 
вазектомия засяга количествено различните типове клетки 
различно. Повечето автори са описали редукцията на 
броя на определен тип клетки до пълната им липса, при 
което изглежда най-напред се засягат зрелите форми 
(сперматозоиди, сперматиди). 
Продължителността на обструкцията може би също е 
важен фактор за степента на тези изменения. Проучвания 
на Matsuda върху две групи пациенти с различна 
продължителност на обструктивна азооспермия показват, 
че при пациентите с по-дълготрайна обструкция 
сперматогенезата е нарушена в по-голяма степен. От 
друга страна обаче Gupta, че е възможно спонтанно 
възстановяване на сперматогенезата без реканализация. 
Подобни резултати описва и Derrick след арест на 
сперматогенезата (100-300 дни след вазектомия) се стига 
до нова спонтанна активност на сперматогенезата.  
Може да се обобщи, че при сравнение на различните 
биологични видове тестикуларната морфология и особено 
сперматогенезата реагират различно на обструкцията, при 
което според Silber заешкият модел е най-близо до 
човешкият. 
Въз основа на тези данни и нашите резултати може да се 
заключи, че тестикуларните изменения след 
продължителна вазектомия не представляват еднородна 
картина.    
 
Експресия на мРНК за транзиционспротеин 1, протамин 
1 и протамин 2 при необструирани и обструирани 
тестиси 
В настоящата работа експресията на ТП1-мРНК, ПРМ1-
мРНК и ПРМ2-мРНК беше изследвана посредством in-situ 
хибридизирането. Доказа се положителен сигнал за всеки 
ядрен протеин в цитоплазмата на кръглите и елонгирани 
сперматиди. Експресия на транзиционспротеин 2 при заек 
не можа да се установи. В литературата не можа да се 
намери сравнимо описание на екпресията на тези ядрени 
протеини в заешката сперматогенеза. Фактът, че такава 
експресия при заек настъпва е доказан от Courtens чрез 
имунохистохимия, така че резултатите ни са поне 
качествено сходни. 
След 6-месечна вазектомия експесионният модел остана 
непроменен, т.е. експресията беше количествено 
редуцирана, но качествено непроменена. В повечето 
вазектомирани тестиси не се намери експресия на мРНК, 
но там където тя беше налична не се установиха 
качествени разлики. Тъй като клетките, където нормално 
се експримира мРНК за съответния протеин не са 
налични, не може да се заключи дали експресионния 
модел е променен или не. Сигналът за всеки ядрен 
протеин остана доказуем в същите клетки както и у 
необструираните тестиси. Изключение от тази находка са 
мултинуклеарните сперматоцити с положителен сигнал за 
ТП1-мРНК у вазектомираните тестиси. Голям брой такива 
клетки са намерени в тубулите на вазектомирани зайци от 
Flickinger. Образуването на тези клетки в човешката 
сперматогенеза е описано подробно от Miething и е белег 
на дегенеративни промени в герминативния епител. 
Процентният дял на позитивните кръгли сперматиди в 
един тубул в стадий 1 остана също непроменен. 
Експресията на мРНК за ТП1, ПРМ1 и ПРМ2 беше 
обстойно проучена от Steger. При пациенти с обструктивна 
азооспермия и нормална сперматогенеза не са намерени 
в експресията на двата протамина. 
По-горе представените резултати при този 
експериментален модел поставят някои въпроси за по-
нататъшни изследвания. Обект на бъдещи проучвания 
биха могли да бъдат количествените изменения на 
процента на сперматозоидите с напълно кондензиран 
ДНК-материал. Продължителността на вазектомияата е от 
значение за патологичните изменения в тестикуларната 
морфология както при заека, така и при човека. 
Хистологичната картина на вазектомирания заешки тестис 
беше многообразна. Намериха се както непроменени 
единици, така и такива с пълна липса на сперматоцити и 
сперматиди. Подобни промени е намерил и Kong. Описват 
се редукция на различни герминативни клетки в епитела, 
при което и тук не всички тестиси се засягат еднакво. Що 
се отнася до тестикуларната морфология вероятно 
продължителността на обструкцията играе роля. Някои 
автори говорят за въстановяване на сперматогенезата 
след определен период от време. Остава отворен въпроса 
дали експресионния модел на ядрените протеини се 
променя след по-къс или по-дълъг период от 6 месеца и 
съответно дали с това се променя и кондензацията на 
хроматина в сперматозоидите. По-нататък чрез така 
етаблирания заешки модел може да се установи кога 
точно се случват различните промени. Резултатите от 
тази студия имат възможно клинично значение за човека 
при мерките за рефертилизация, съответно при техниките 
на асистирана репродукция. 
ОБОБЩЕНИЕ 
Стерилизацията на мъжа посредством вазектомия 
представлява разпространен метод за предпазване от 
забременяване. Около 6% от всички вазектомирани мъже 
се рефертилизират след определен период от време. 
Заедно с обикновеното възстановяване на отводящите 
семенни пътища (вазовазостомия) на разположение е и 
екстракцията на сперматозоиди за ICSI. При това стои 
въпроса за качеството на сперматозоидите и тяхната 
оплодителна способност след дълготрайна обструкция. 
Един аспект на този проблем е кондензацията на ДНК-
материала в сперматозоидите и съответните нарушения в 
този процес. Известно е, че сперматозоиди с нарушена 
кондензация фертилизрат по-лошо при ICSI и IVF. 
Кондензацията на хроматина при епидидималните и 
тестикуларнита сперматозоиди е резултат от сложния 
процес на обмен на различните ядрени протеини в 
герминативния епител по време на сперматогенезата. Тук 
тестисспецифичните хистони се разменят срещу 
транзиционспротеини, по-късно двата 
транзиционспротеина се заменят с протамини. Този 
процес се състои в кръглите и елонгирани сперматиди. 
Цел на нашата експериментална работа беше да се 
установи дали обструкцията на отводящите семенни 
пътища предизвиква изменения в кондензацията на 
хроматина у епидидимални и тестикуларни 
сперматозоиди, както и в експресията на 
транзиционспротеин 1 и протамин 1 и 2. Към това 
трябваше да се изясни дали епидидималният пасаж 
повлиява кондензацията на хроматина у сперматозоидите. 
За целта бяха вазектомирани 7 заека двустранно, 7 
едностранно, а 9 служеха за контрола. Всички животни 
показаха нормална спермограма. 6 месеца след 
вазектомията бяха взети органите и проведени 
съответните изследвания. Кондензацията на хроматина се 
изследва чрез оцветяване с анилиново синьо, експресията 
на мРНК за ТП1, ПРМ1 и ПРМ2 се доказа посредством in 
situ хибридизиране. 
6-месечната обструкция предизвика значителна 
дилатация на епидидима в областта на опашката, 
нарастваща концентрация на сперматозоидите в 
опашката, намаляваща в другите два епидидимални 
компартимента, както и редукция на мотилитета. 
Броят на сперматозоидите с напълно кондензиран ДНК-
материал беше сигнификантно по-висок в 
епидидималната опашка в сравнение с епидидималната 
глава и тестиса. Това важи и за трите групи. Сравнението 
между вазектомираните и невазектомирани епидидими и 
тестиси показа следния резултат за вазектомираните: 
сигнификантно по-висок брой на тези сперматозоиди в 
епидидималната глава и тестиса, без разлика в тялото и 
статистически сигнификантно по-нисък дял в 
епидидималната опашка в сравнение с контролата. 
6-месечната обструкция на отводящите семенни пътища 
предизвика различни промени в тестикуларната 
морфология. Най-често наблюдаваните нарушения бяха 
дегенерация на герминативния епител и арест на 
сперматогенезата. Не всички обструирани тестиси 
показаха една и съща степен на измененията, при някои 
морфологията остана запазена. Не се наблюдава 
сперматогенеза, което съвпада с изключително ниската 
концентрация на сперматозоидите в епидидималната 
глава. Може да се обобщи, че в нашата работа 
морфологичните изменения във вазектомирания тестис не 
бяха еднакви. 
Експресионният модел на ТП1-мРНК, ПРМ1-мРНК и 
ПРМ2-мРНК остана след обструкцията непроменен. 
Наблюдаваха се обаче големи количествени колебания. 
 
 
 
 
 
SUMMARY 
Aim of the study: The maturity of spermatozoa and more 
specifically condensation of their DNA-material can influence 
ICSI-outcomes; germ cells with disturbances of the chromatin 
packaging have poor fertilization capacity. Testicular (TESE) 
and epididymal (MESA) spermatozoa in men after vasectomy 
are available for ICSI. In order to investigate how 
condensation of the DNA-material is altered in the different 
locations in the male reproductive tract under obstructive and 
non-obstructive conditions and how vasectomy influences 
chromatin condensation, we have established an experimental 
animal model of obstructive azoospermia. 
Material and methods: 23 New Zealand white male rabbits 
were vasectomized unilateral (7 animals) and bilateral (7 
animals). A group of 9 rabbits with normal spermatogenesis 
were used as control. 6 months after vasectomy testes and 
epididymes of all animals were removed; spermatozoa were 
obtained from caput, corpus and cauda epididymis and also 
from the testis. Testicular tissue samples were taken for 
histological investigation and in-situ hybridization. Chromatin 
condensation in testicular and epididymal spermatozoa were 
determined with aniline blue staining and classified according 
to Henkel et al. (1994). The histone-to-protamine replacement 
in the round and elongated spermatids during 
spermatogenesis is responsible for the final shape and 
condensation of the DNA-material in the mature spermatozoa. 
Expression of transition protein 1 and protamine 1 and 2 in 
round and elongated spermatids, assessed by  in-situ 
hybridization, indicates normal and abnormal status of 
chromatin condensation. 
Results: Significant higher (p< 0.01) percentage of 
spermatozoa with completely condensed DNA-material in 
comparison with these in the testis were found in non-
obstructive cauda epididymis. Similar is the situation in the 
obstructive testis-epididymis complex. The comparison 
between obstructive and non-obstructive units showed 
statistically significant differences only in the cauda 
epididymis. Various alterations were found in the morphology 
of the vasectomized testes – from intact spermatogenesis up 
to spermatogenesis arrest at different stages. We have found 
unchanged expression of transition protein 1 and protamine 1 
and 2 in the testes where round and elongated spermatids 
were presented. 
Conclusion: Our experimental model showed that cauda 
epididymis represents a suitable location for obtaining 
spermatozoa for ICSI; obstruction could influence the 
distribution of spermatozoa with completely condensed DNA-
material. Vasectomy causes alterations on the testis 
morphology, but the process of condensation of the DNA-
material remains undisturbed. 
 
 
ИЗВОДИ 
1. Кондензацията на хроматина е фактор за 
фертилизационния потенциал на сперматозоидите. 
Такива с непълна кондензация на ДНК-материала водят 
до по-лоши резултати при асистираните методи на 
репродукция (IFV, ICSI). 
2. Друг важен фактор за фертилизационния потенциал на 
сперматозоидите - мотилитета претърпява промени по 
време на епидидималния транзит 
3. По време на сперматогенезата ДНК-материалът 
претърпява значителни промени във формата и обема. 
Основна роля за това играе обменът на ядрените 
протеини в молекулата на ДНК. Хистоните се заместват от 
транзиционспротеини, които от своя страна по-късно се 
заместват с протамини, придаващи окончателни форма и 
обем на хроматина в сперматозоидите 
4. Белият новозеландски заек се оказа сполучлив модел 
за обструктивна азооспермия. След 6-месечна обструкция 
на отводящите семенни пътища не се среща епителна 
дегенерация или нарушения на целостта на тестикуло-
епидидималния тракт   
5. Определянето на кондензацията на хроматина в 
епидидималните и тестикуларните сперматозоиди при 
новозеландски заек се извърши посреством оцветяване с 
анилиново синьо, което се свързва с хистоните. Най-слабо 
оцветените сперматозоиди имат напълно кондензиран 
ДНК-материал, с нарастване на интензитета на 
оцветяването нарастват и нарушенията в кондензацията 
на хроматина     
6. Експресията на ядрените протеини ( 
транзиционспротеин 1 и протамин 1 и 2) се изследва чрез 
in-situ хибридизиране - доказване на мРНК за съответния 
ядрен протеин в цитоплазмата на кръглите и елонгирани 
сперматиди 
7. След 6-месечна вазектомия се установи с едно 
единствено изключение липса на мотилитет при 
вазектомираните единици  
8. В контролната група се доказа значението на 
епидидималния транзит. В епидидималната опашка се 
намери статистически сигнификантно по-голям дял на 
мотилните сперматозоиди в сравнение с тези от главата 
9. Епидидималният транзит е от значение и за 
кондензацията на хроматина. Процентният дял на 
сперматозоидите с най-висока степен на кондензация на 
ДНК-материала е най-висок в епидидималната опашка в 
сравнение с тези от тялото, главата и тестиса.  
10. 6-месечната вазектомия предизвиква съществени 
хистологични изменения в герминативния епител, 
изразяващи се най-често в арест на сперматогенезата на 
различно ниво, депопулация на епителните клетки и 
лимфоцитна инфилтрация в интестициума 
11. Обструктивната азооспермия в нашия модел 
предизвика количествени изменения в експресията на 
ядрените протеини (транзиционспротеин 1 и протамин 1 и 
2) в зависимост от нивото на арестът на сперматогенезата 
12. Експресионният модел на ядрените протеини остана 
качествено непроменен след 6-месечна вазектомия. Откри 
се сигнал за мРНК у кръглите и елонгирани сперматиди 
там, където те бяха налични  
13. Резултатите от този модел имат възможно клинично 
значение при методите на асистирана репродукция у 
човека    
 
 
 
 
 
 
 
ПРИНОСИ НА ДИСЕРТАЦИОННИЯ ТРУД 
Настоящата експериментална работа допринесе в няколко 
аспекта на репродуктивната медицина, а именно: 
1. Утвърди оцветяването с анилиново синьо като 
основен метод за диагностициране на 
сперматозоиди с нарушена кондензация на ДНК-
материала. 
2. За пръв път успешно показа експресията на 
ядрените протеини по време на спермиогенезата у 
заек. 
3. Доказа значението на епидидималния транспорт 
за нормалната кондензацията на хроматина. 
4. Откриха се разнообразни морфологични 
изменения във вазектомирания тестис, както и 
непроменен модел на експресията на ядрените 
протеини след 6-месечна обструкция. 
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